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STRESZCZENIE

Fosfolipazy s3 enzymami bioracymi udzial w procesie degradacji lipidéw blon komor-
kowych. Fosfolipazy podzielono na cztery grupy- A,, A,, C oraz D, w zaleznosci od ro-
dzaju i polozenia wiazania w obrebie czasteczki fosfolipidu, na ktory dziataja. Fosfolipazy
A, (PLA)) katalizuja reakcje hydrolizy glicerofosfolipidéw w pozycji sn-2 uwalniajac lizo-
fosfolipid oraz kwas ttuszczowy. Enzymy te sa odpowiedzialne za tworzenie wewnatrzko-
morkowych czasteczek sygnalowych, takich jak metabolity kwasu arachidonowego, biora
udzial w procesie endo- i egzocytozy oraz reorganizacji cytoszkieletu, a takze pelnia szereg
funkcji niezwiazanych z ich wlasciwosciami enzymatycznymi. Intrygujacym zagadnieniem
jest, niezalezne od aktywnosci katalitycznej, oddzialywanie niektérych sekrecyjnych PLA,
obecnych w jadach wezy z rozmaitymi biatkami, np. czynnikiem krzepniecia Xa lub kana-
lem chlorkowym CFTR. W niniejszej pracy omowiono klasyfikacje fosfolipaz, mechanizm
aktywnosci katalitycznej oraz niektére przyklady oddzialywan sekrecyjnych PLA, z bialka-
mi akceptorowymi.

WPROWADZENIE

Fosfolipazy z grupy A, sa enzymami, ktére degraduja fosfolipidy do kwasu
ttuszczowego oraz lizofosfolipidu [1]. Rodzina fosfolipaz A, skiada sie z wielu
grup oraz podgrup, ktére zostaly podzielone na trzy gléwne typy: fosfolipazy
sekrecyjne (sPLA,), fosfolipazy cytosolowe (cPLA.) oraz fosfolipazy cytosolowe
niezalezne od Ca®* (iPLA,). Poszczegdlne sPLA, majg r6zng lokalizacje oraz wia-
Sciwosci enzymatyczne, co $wiadczy o tym, ze pelnig one réznorodne funkcje
biologiczne. Fosfolipazy stanowia réwniez jeden z gtéwnych skladnikéw jadow
wezy z rodziny zmijowatych (Viperidae).

Z uwagi na fakt, ze czestym produktem aktywnosci fosfolipaz A, jest kwas
arachidonowy, sekrecyjne PLA, uwazane sa za czynniki uczestniczace w meta-
bolizmie czasteczek sygnatowych z grupy eikozanoidow. Odkrycie biatek spe-
cyficznie oddziatujacych z sPLA, pozwolito na stwierdzenie, ze fosfolipazy pet-
nia takze funkgje biologiczne niezalezne od ich aktywnosci enzymatycznej. Fakt,
iz sekrecyjne fosfolipazy A, grupy IIA oddziatuja z wysokim powinowactwem z
réznymi biatkami czyni je waznymi czasteczkami w badaniach molekularnych
mechanizméw choréb.

PODZIAL I WYSTEPOWANIE FOSFOLIPAZ Z GRUPY A,

Fosfolipazy z grupy A, sa enzymami nalezacymi (EC 3.1.1.4) do acylohydro-
laz i katalizuja hydrolize wigzania estrowego w pozycji sn-2 glicerofosfolipidow
[2]. Podczas tej reakcji powstaje kwas ttuszczowy (np. kwas arachidonowy) oraz
lizofosfolipid (Ryc. 1).

Do tej pory zidentyfikowano 3 gléwne typy: 1) fosfolipazy sekrecyjne (sPLA.);
2) fosfolipazy cytosolowe zalezne od Ca** (cPLA,); 3) najmniej poznane fosfoli-
pazy cytosolowe niezalezne od Ca* (iPLA,).

Podstawq klasyfikacji PLA, jest sekwencja nukleotydowa ich genéw oraz
sekwencja aminokwasowa odpowiednich izoenzyméw Oba rodzaje fosfolipaz
cytosolowych (cPLA, oraz iPLA)) zaliczamy do fosfolipaz wewnatrzkomorko-
wych [3]. Fosfolipazy A, wystepuja powszechnie w wielu narzadach ssakow,
takich jak r6zne regiony mézgu, pluca, serce, §ledziona, trzustka, a takze w tkan-
kach érodbtonka, miesniach prazkowanych i gtadkich, tkance glejowej oraz ko-
morkach jadrzastych krwi.

Fosfolipazy sekrecyjne A, (ang. secreted phospolipase A,) to biatka enzyma-

tyczne o masie czgsteczkowej od 14 do 18 kDa, ktére zawieraja okolo 6-8
mostkéw disiarczkowych stabilizujacych prawidlowaq strukture IlI-rzedowa
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Rycina 1. Reakcja katalizowana przez fosfolipaze A,; R1,R2 oznaczaja reszty acy-
lowe kwasow tluszczowych, natomiast X to reszta hydroksylowa innego alkoho-
lu potaczonego z ortofosforanem (wykonano na podstawie [1]).

enzymu [1]. Ich centrum aktywne zbudowane jest z His48
oraz Asp99, a do zajscia reakcji enzymatycznej niezbed-
ne jest milimolowe stezenie jonéw wapnia, ktére zostajq
zwigzane przez reszty tyrozyny oraz glicyny tzw. petli
wapniowej [3]. Nieobecno$¢ dwuwartoéciowego jonu
wapnia powoduje nieprawidlowe zwigzanie substratu z
centrum katalitycznym enzymu [4].

Pierwsza fosfolipaze sekrecyjna wyizolowano ponad
sto lat temu z jadu kobry i zaliczono jg do grupy IA [1]. Ko-
lejng zbadang sPLA, byla ta uzyskana z trzustki wotu (za-
liczona do grupy IB), ktéra mozna takze znalez¢ u innych
ssakow. U pacjentow z reumatoidalnym zapaleniem sta-
woéw, w maziach stawowych znaleziono fosfolipazy sekre-
cyjne , ktére r6znig si¢ od PLA, z trzustki. Dalsze badania
nad tg grupa enzyméw wykazaly, iz istnieje 17 podgrup
nalezacych do sPLA2, z ktérych 10 zidentyfikowano u ssa-
koéw. Genom ludzki zawiera 9 genéw kodujacych fosfoli-
pazy sekrecyjne, natomiast w genomie myszy zlokalizo-
wano 10 takich genéw, wlaczajac w to gen fosfolipazy IIC,
ktoéra u ludzi funkcjonuje jako pseudogen. Podsumowujac,
do fosfolipaz sekrecyjnych zaliczamy nastepujace grupy:
IA, 1B, IIA, 1IB, IIC, 1ID, 1IE, IIF, 111, V, IX, X, XIA, XIB, XII,
XIII oraz XVI. Klasyfikacje fosfolipaz sekrecyjnych przed-
stawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Klasyfikacja sekrecyjnych fosfolipaz A, (fosfolipazy wystepujace u ssa-
kow zaznaczono kolorem czerwonym) (na podstawie [1]).

IA 13-15 7
IB 13-15 7
IIA 13-15 7
1B 13-15 6
I1C 15 8
11D 14-15 7
IIE 14-15 7
IIF 16-17 6
11 15-18 8
\% 14 6
IX 14 6
X 14 8
XIA 12,4 6
XIB 12,9 6
XII 19 7
XIIT <10 0
X1V 13-19 2
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Fosfolipaza trzustkowa jest syntetyzowana oraz wy-
dzielana przez trzustke do jelita w postaci zymogenu,
czyli nieaktywnego prekursora enzymu, ktéry ulega
aktywacji pod wplywem proteolizy. Charakteryzuje sie
ona niska specyficznoscia substratowa (nie jest dla niego
istotny kwas tluszczowy w pozycji sn-2 ani polarny pod-
stawnik w pozycji sn-3), co pozwala na trawienie lipidéw
pokarmowych z duza wydajnoscia. Oprécz obecnosci
w trzustce, enzym mozemy takze znalezé w $ledzionie
oraz plucach [5]. Fosfolipazy sekrecyjne, w poréwnaniu
do tych pochodzenia trzustkowego, sa syntetyzowane
jako dojrzate biatka, zdolne do katalizy i magazynowane
w pecherzykach wewnatrzkomoérkowych [6]. Enzymy z
tych dwoéch grup réznia sie od siebie takze specyficzno-
Scig substratowa, bowiem ,nietrzustkowe” sPLA, mimo
matej swoistosci wobec kwasu tluszczowego w pozy-
cji sn-2, preferuja hydrolize fosfolipidéw zawierajacych
reszte etanoloaminy. Fosfolipazy grupy II powszechnie
wystepuja w tkankach ssakéw, a jest ich najwiecej w
plytkach krwi oraz maziach stawowych. Enzymy te pel-
nig liczne funkcje w indukcji stanéw patologicznych, bo-
wiem Kkatalizuja powstawanie lipidowych mediatoréw
stanoéw zapalnych.

Grupa fosforanowa (-PO,OH) w czasteczce kazdego
fosfolipidu jest w warunkach fizjologicznych zjonizo-
wana, ma wiec fadunek ujemny i to ona decyduje o wy-
padkowym ladunku calej czasteczki fosfolipidu, a co za
tym idzie, ma wplyw na tadunek powierzchniowy btony
biologicznej [1,2,5]. Oddzialywania pomiedzy resztami
aminokwasowymi enzymu a ujemnie naladowana po-
wierzchnig substratu pelnia kluczowa role w przepro-
wadzeniu reakcji enzymatycznej przez fosfolipazy se-
krecyjne. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze fosfolipazy
wykazuja kinetyke ,enzyméw powierzchniowych”, sa
bowiem biatkami rozpuszczalnymi, ale degraduja sub-
straty stanowiace czes¢ dwuwarstwy lipidowej btony [5].
Kataliza enzymatyczna z udzialem PLA, zachodzi zatem
na granicy faz: wodnej i lipidowej, co komplikuje model
typowej kinetyki Michaelisa-Menten.

Mechanizm dzialania fosfolipaz sekrecyjnych mozna
przedstawi¢ za pomoca dwoéch modeli zaprezentowa-
nych w pracy przegladowej [1]. Pierwszy z nich, zwany
jest modelem powierzchniowym i stosowany jest zazwy-
czaj przy badaniach fosfolipaz in vitro, gdy do badanego
roztworu dodawany jest detergent (np. Triton X-100). Za-
klada on wystepowanie aktywnego katalitycznie enzymu
w kompleksie z detergentem. Drugi z proponowanych
modeli méwi, ze fosfolipazy przylaczaja sie bezposrednio
do powierzchni substratu, czyli fosfolipidéw btonowych
i przeprowadzaja reakcje hydrolizy. Kolejne informacje
umozliwiajace wglad w doktadny molekularny mecha-
nizm dzialania fosfolipazy sekrecyjnej A, uzyskano dzie-
ki wyznaczeniu struktury przestrzennej tego biatka [4].
Centrum aktywne zbudowane jest z reszty histydyny-48
oraz reszty kwasu asparaginowego-99. Grupa aminowa
pierscienia imidazolowego His48 polaczona jest wiaza-
niem wodorowym z grupa karboksylowa Asp99. Ten
uklad nazywany jest diada katalityczna.
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Rycina 2. Schemat katalizy enzymatycznej przeprowadzanej przez fosfolipazy
sekrecyjne A, (wykonano na podstawie [4]).

=

Kataliza enzymatyczna przy udziale fosfolipaz sekrecyj-
nych zostala przedstawiona zostala na rysunku 2. Histy-
dyna-48 odrywa proton z czasteczki wody, ktéry zostaje
przylaczony do protonu N1 tego aminokwasu. Tym samym
woda staje sie silnym nukleofilem i jest zdolna do ataku na
wigzanie estrowe w pozycji sn-2 fosfolipidu. Ujemnie na-
tadowana reszta hydroksylowa atakuje atom wegla grupy
karbonylowej substratu i tworzy sie tetraedryczny produkt
posredni. Przeniesienie protonu z obdarzonej tadunkiem
dodatnim histydyny-48 na tlen pomostowy (ang. bridging
oxygen) z tetraedrycznego produktu posredniego skutkuje
uwolnieniem kwasu tluszczowego z pozycji sn-2 substratu
[4,7]. W poréwnaniu z innymi enzymami stosujacymi w ka-
talizie atak nukleofilowy (np. z proteazami serynowymi),
fosfolipazy sekrecyjne nie tworza produktu posredniego
zwanego acyloenzymem.

Wiazanie sie fosfolipaz z lipidami blonowymi jest zwiazane
ze zmianami steZenia jonéw wapnia w cytoplazmie. Wrazli-
wos¢ na wapn wynika z obecnosci w tych biatkach enzyma-
tycznych odpowiednich domen wiazacych kationy wapnio-
we, takich jak chociazby obecna w fosfolipazach cytosolowych
domena C2 [5]. Fosfolipazy sekrecyjne réwniez wymagaja
milimolowego stezenia jonéw wapnia do zajécia katalizy. Nie-
obecnos¢ dwuwartoéciowego jonu wapnia powoduje niepra-
widlowe zwiazanie substratu do centrum aktywnego enzymu
[4]. Wiekszos¢ z fosfolipaz sekrecyjnych posiada w swojej bu-
dowie petle wigzaca jony wapnia (ang. calcium binding loop),
ktora zostata zaznaczona schematycznie na rycinie 2 [1]. Ka-
tion Ca** podczas katalizy prowadzonej przez sPLA, zwigza-
ny jest w centrum aktywnym w dwdch pozycjach. Pierwsza
z nich zapewnia stabilizacje oksyanionu w tetraedrycznym
produkcie posrednim, druga natomiast wigze jon wapnia z
tlenem reszty fosforanowej znajdujacej sie w pozycji sn-3 sub-
stratu [4]. Jony Ca?" przylaczaja sie zaréwno do reszty kwasu
asparaginowego znajdujacego si¢ w centrum aktywnym, jak
tez do wegla grupy karbonylowej tyrozyny i glicyny pocho-
dzacych z petli wigzacej wapn [1]. Jeden z modeli dziatania
PLA, zaklada, Ze w wyniku zwigzania Ca® z czasteczka en-
zymu, ekspozycji ulegaja rejony hydrofobowe w czasteczce
fosfolipazy, dzieki czemu biatko enzymatyczne w niewielkim
stopniu moze zaglebia¢ sie w blone biologiczna [7].
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Rycina 3. Kaskada kwasu arachidonowego (schemat wykonano na podstawie

[8))-

ENZYMATYCZNE FUNKCJE PLA,

Jedna z gléwnych funkcji fosfolipaz sekrecyjnych jest ka-
taliza uwalniania kwasu arachidonowego z blon biologicz-
nych. Aktywacja tego enzymu jest kluczowym procesem
dla regulacji calej kaskady kwasu arachidonowego [8]. Do
aktywacji PLA, dochodzi pod wplywem réznych bodzcéw
takich jak cytokiny, mitogeny oraz hormony. Uwolniony
kwas arachidonowy jest dalej metabolizowany przez cy-
klooksygenaze (COX) lub lipooksygenaze (LOX) (Ryc. 3).
Cyklooksygenaza katalizuje proces syntezy prostaglandy-
ny H2 (PGH2), prekursora prostaglandyn, prostacykliny i
tromboksanu. Wzrost ekspresji genu COX jest charaktery-
styczny dla zapalenia, zmian zwyrodnieniowych i nowo-
tworowych. Lipooksygenaza to enzym katalizujacy przytas-
czenie tlenu w pozycjach 5, 12 i 15 kwasu arachidonowego
powodujac powstanie leukotriendw. Produkty reakcji kata-
lizowanych przez oba enzymy sa metabolitami bardzo ak-
tywnymi fizjologicznie.

Biosynteza prostaglandyn moze przyczynia¢ sie do
wzrostu stezenia reaktywnych form tlenu (ROS), co wska-
zuje na udzial fosfolipaz sekrecyjnych w stresie oksydacyj-
nym. Wolny kwas arachidonowy i jego metabolity moga
powodowac obnizenie stezenia zredukowanego glutationu
(GSH), ktory jest waznym antyoksydantem w naszym or-
ganizmie. Wzrost aktywnosci sPLA, prowadzi do ekspresji
syntazy tlenku azotu (iNOS) indukowanej przez cytokiny w
neuronach i komoérkach glejowych. Warte uwagi jest takze
to, ze jednym z markeréw stresu oksydacyjnego wystepuja-
cego we wczesnym rozwoju choréb neurodegeneracyjnych
jest obnizenie stezenia wczesniej wspomnianego glutationu
zwigzane z aktywnoscig fosfolipaz sekrecyjnych, a sPLA,
odgrywa istotna role w regulacji syntezy iNOS w chorobach
neurodegeneracyjnych [9]. Fosfolipazy uczestnicza takze w
procesach zapalnych zwigzanych z miazdzyca tetnic, reu-
matoidalnym zapaleniem stawéw oraz ostrym zawatem
mieénia sercowego.

NIEENZYMATYCZNE FUNKCJE PLA,

W przeciwienistwie do aktywnosci katalitycznej sekre-
cyjnych fosfolipaz A,, ktérej rola w metabolizmie i patofi-
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zjologii jest dobrze udokumentowana, znacznie skromniej
przedstawia sie stan wiedzy na temat funkcji sPLA, nie-
zwigzanych z ich wlasciwosciami enzymatycznymi. Oprocz
swojej aktywnosci enzymatycznej, fosfolipazy sekrecyjne
znajdujgce sie¢ w jadzie wezy Viperidae, moga wigzac sie z
réznego rodzaju biatkami, a takze z niebiatkowymi substra-
tami [10]. Zidentyfikowano kilka bialek wigzacych sPLA2:
receptor fosfolipazy typu M, presynaptyczny receptor typu
N, kalmodulina (CaM), czynnik wzrostu, naturalne inhi-
bitory fosfolipaz z krwi jadowitych wezy czy tez czynnik
krzepniecia krwi X (FXa). Oddzialywania te zwigzane sg z
wlasciwosciami patofizjologicznymi oraz farmakologiczny-
mi fosfolipaz, do ktérych nalezy zaliczy¢ neurotoksycznosc,
miotoksycznos$é, kardiotoksycznosé, nekroze narzadéw
oraz dzialanie antykoagulacyjne.

BIALKA SPECYFICZNIE ODDZIALUJACE
Z FOSFOLIPAZAMI

Fosfolipazy sekrecyjne wystepujace w jadach réznych
gatunkéw wezy jadowitych posiadaja specyficzne biatkowe
receptory podobne do receptora mannozowego u ssakow.
Dwa gloéwne receptory o wysokim powinowactwie to re-
ceptory typu N i typu M, ktére zostaly doktadnie scharak-
teryzowane dzigki uzyciu dwoch izoform sPLA, OS, i OS,
uzyskanych i oczyszczonych z jadu weza Oxyuranus scutel-
latus scutellatus [11].

Receptor typu M to biatko o masie czasteczkowej 180
kDa, ktére ma wysokie powinowactwo zaréwno do formy
08, jak i OS, fosfolipaz sekrecyjnych, co moze sugerowac, ze
enzymy te s fizjologicznym ligandem tego receptora [11].
Receptor ten nalezy do transbtonowych glikoprotein typu
I oraz do rodziny zaleznych od Ca?" receptoréw mannozo-
wych. Jako jedyny sposréd biatek wigzacych neurotoksyny,
receptor typu M zlokalizowany jest w bionie plazmatycznej
i najprawdopodobniej to wlasnie on pelni gtéwna role w
specyficznym zwigzaniu sPLA, w komérkach nerwowych.
Zewnatrzkomoérkowa czes¢ receptora M zawiera osiem do-
men lektynowych (CTLDs), z ktérych najwazniejsza dla
zwigzania substratu jest domena CTLD5. W zaleznosci od
typu komoérki oraz rodzaju neurotoksyny przytaczonej do
receptora typu M wywolany moze zosta¢ rézny efekt, jak
na przyklad wzrost komérek, ich proliferacja lub migracja,
produkcja lipidowych mediatoréw, wydzielanie hormo-
noéw, czy tez produkcja cytokin.

Drugim biatkiem wigzacym PLA, jest obecny w blonach
neuronéw receptor typu N [12]. Ligandem tego receptora
jest jedynie polipeptyd OS,. Jego fizjologiczna funkcja nie
jest do komca poznana, jednak wiadomo, Ze odgrywa on
role w toksycznym dzialaniu sPLA,.

NEUROTOKSYCZNE WEASCIWOSCI PLA,Z
JADOW WEZY RODZINY VIPERIDAE

Neurotoksyny obecne w jadach wezy z rodziny Viperidae
to bialka presynaptyczne w wigkszosci pochodzace z gru-
py IIA sPLA,. Zbudowane s3 one z pojedynczego taricucha
(kaudoksyna z jadu Bitis caudalis, ammodytoksyna z Vipera
ammodytes) lub z dwéch faricuchéw polipeptydowych jak
np. p-bungarotoksyna z Bungarus multicinctus. Moga tak-
ze tworzy¢ kompleksy oligomeryczne, np. krotoksyna z
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jadu Crotalus durissus terrificus jest heterodimerem [13,22].
Krotoksyna zbudowana jest z dwéch podjednostek, pod-
jednostki CB zlozonej gléwnie z reszt aminokwaséw zasa-
dowych oraz CA. Na podjednostke CB sklada sie centrum
aktywne fosfolipazy (zloZone z reszt His48 i Asp99), petla
wigzaca wapn oraz siedem mostkéw disiarczkowych. Na-
tomiast podjednostka CA, ktora tworza w wiekszosci reszty
aminokwaséw kwasowych, zbudowana jest z trzech, ko-
walencyjnie ze soba zwigzanych, taficuchéw polipeptydo-
wych- a, iy inie wykazuje aktywnosci enzymatyczne;j.

Istnieja takze toksyny wystepujace jako trimery, np. ta-
ipoksyna z Oxyuranus scutellatus, a takze pentamery (tek-
stylotoksyna z Pseudonaja textillis) [14,22]. Wiekszos¢ z nich
charakteryzuje sie obecnoscia kilku izoform réznigcych sie
nieznacznie sekwencjg aminokwasowa.

Najbardziej prawdopodobny mechanizm dziatania neuro-
toksyn zostal przedstawiony na rycinie 4. Zgodnie z tym sche-
matem neurotoksyna Iaczy sie z wysokim powinowactwem z
receptorem biatkowym znajdujacym si¢ w blonie lub z niskim
powinowactwem z domeng lipidowa [15]. Pod wplywem
aktywnosci enzymatycznej fosfolipaz nastepuje hydroliza
fosfolipidéw btonowych, blona traci swoéj potencjat i staje sie
przepuszczalna dla jonéw. Wzrost stezenia jonéw Ca?* w cyto-
plazmie powoduje zaburzenia w dziataniu istotnych organelli
komoérkowych (mitochondriéw). Dodatkowo aktywowane
zostaja zalezne od wapnia proteazy, ktére degraduja cytosz-
kielet. Kolejnym krokiem jest aktywacja cytosolowych fosfoli-
paz zaleznych od wapnia, ktére hydrolizuja wewnatrzkomor-
kowe blony, powoduja dezintegracje komérki nerwowe;.

Argumentem sklaniajacym do przyjecia tezy o oddziaty-
waniu sPLA2 z receptorami neuroprzekaznikéw jest wyka-
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Rycina 4. Dziatanie sPLA, na komérke nerwowa; SV - pecherzyki synaptyczne;
R - receptor blonowy (wykonano na podstawie [15]).
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zanie, iz izoforma podjednostki CBd (sktadnika krotoksyny
z jadu grzechotnika) blokuje kanat jonowy bramkowany li-
gandem pLGIC [16]. Pentameryczne LGIC sg obecne w blo-
nach postsynaptycznych polaczern nerwowo-nerwowych
oraz nerwowo-mieéniowych, jak réwniez w komorkach
bakterii. Kanaly jonowe obecne u cyjanobakterii Gleobacter
violaceus sa homologami eukariotycznych receptoréw jono-
tropowych (np. receptora acetylocholiny) [17].

Analizy przeprowadzone z uzyciem powierzchniowego
rezonansu plazmonéw (SPR, ang. surface plasmon resonance)
wykazaty, ze CB, jak réwniez jej homolog, sekrecyjna PLA,
czlowieka, oddziatuja specyficznie z GLIC [16]. Wiazanie
fosfolipazy z czasteczka receptora ma miejsce w obrebie
domeny zewnatrzkomoérkowej GLIC (ECD, ang. extracellu-
lar domain). Na podstawie analizy sedymentacji kompleksu
CB-GLIC mozna przypuszczad, ze kazda podjednostka pen-
tameru GLIC wigze dwie czasteczki CB. Badania elektrofi-
zjologiczne ujawnily, ze zwigzanie CB do receptora hamuje
przeplyw jonéw przez kanal. Oddzialywanie GLIC z CB nie
pozostaje bez wplywu na aktywno$é enzymatyczng PLA..
Szybkosé¢ hydrolizy fosfolipidu przez CB rosnie w przypad-
ku dodania dori GLIC. Nie mozna wykluczy¢, iz zgodnie
z zaproponowanym modelem stechiometrii kompleksu, 2
czgsteczki CB: 1 podjednostka GLIC, zwiekszona aktyw-
nos¢ katalityczna wynika z lepszej ekspozycji centrum ak-
tywnego PLA, na substrat w kompleksie. Kwestia wplywu
receptora GLIC na aktywno$¢ oddziatujacej z nim PLA, po-
zostaje otwarta, bowiem wbrew sugerowanej oligomeryza-
¢ji CB w kompleksie z GLIC, kinetyka reakgcji katalizowanej
przez ten enzym w tych warunkach zachowuje charakter
hiperboliczny. Jedna z hipotez zaktada, Zze fosfolipaza w
kompleksie z receptorem hydrolizuje fosfolipidy blonowe,
a produkty aktywnosci enzymatycznej reguluja allosterycz-
nie kanat jonowy.

PLA, REGULUJE I KORYGUJE FUNKCJE AF508CFTR

Innym biatkiem, ktére pelni funkcje kanatu jonowego jest
CFTR, ktérego zmutowana postaé¢ (AFS08CFTR) jest jedna
z przyczyn mukowiscydozy. Réwniez w przypadku tego
biatka wykazano, ze fosfolipaza A, z grzechotnika wigze
si¢ swoiscie, co ciekawe, z wyzszym powinowactwem z
mutantem CFTR niz forma dzika [18]. W mys$l hipotezy za-
proponowanej przez autorow tej pracy, PLA, oddziatujac z
AF508CFTR zapobiega jego degradacji proteosomalnej ko-
rygujac tym samym dysfunkcje wynikajaca z mutacji. Ana-
lizy SPR wykazaly, ze CB wiaze sie do jednej z wewnatrz-
komérkowych domen przylaczajacych nukleotyd (NBD1)
biatka CFTR. W efekcie tych oddziatywan, rosnie natezenie
pradu chlorkowego przez kanat CFTR. Co ciekawe, sekre-
cyjna PLA, cztowieka, homolog CB grzechotnika, wywo-
tuje efekt odwrotny, hamuje przeplyw jonéw przez kanat.
Oproécz aktywacji pradu chlorkowego, CB pelni takze funk-
¢je korektora. Zgodnie z zaproponowanym modelem CB
konkuruje z cytokeratyna 8 (C8) o wigzanie z AF508CFTR.
Zadaniem cytokeratyny 8 jest skierowanie zmutowanego
biatka na droge degradacji proteosomalnej. Przytaczenie CB
do AF508CFTR w siateczce endoplazmatycznej zapobiega
zwiazaniu C8 i kanal chlorkowy trafia do blony komérko-
wej, gdzie oddziatujaca z nim podjednostka CB zwigksza
prad jonowy. Podwéjna rola PLA, z grzechotnika nie wy-
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nika z jej aktywnosci enzymatycznej, a oddziatywanie CB
z NBD1-CFTR nie zmienia szybkosci reakcji katalizowanej
przez enzym. Interesujaca kwestig jest problem internali-
zacji sSPLA, do wnetrza komoérki nablonkowej, jak bowiem
udowodniono, CB oddziatuje z domeng CFIR eksponowa-
na po stronie cytoplazmatycznej.

ANTYKOAGULACYJNE WELASCIWOSCI PLA, -
HAMOWANIE CZYNNIKA KRZEPNIECIA Xa

Czynnik krzepniecia Xa to heterodimer skladajacy sie
z dwoch taiicuchéw polipeptydowych (taiicucha lekkie-
go i ciezkiego), ktére sa polaczone ze soba kowalencyjnie
poprzez pojedynczy mostek disiarczkowy [19]. Larcuch
ciezki zbudowany jest z domeny proteazy serynowej i za-
wiera centrum aktywne, sktadajace sie z triady katalitycznej
His223, Asp282 i Ser 379. Lancuch lekki zawiera na N-kon-
cu domene GLA, charakteryzujaca sie obecnoscia kwasu
y-karboksyglutaminowego, ktéra wykazuje wysokie powi-
nowactwo wobec jonéw wapnia.

Jad wezy zawiera rézne skladniki, wykazujace dzialanie
stymulujace lub hamujace mechanizmy hemostatyczne, do
ktérych zalicza sie krzepniecie krwi [19]. Wiekszosé proko-
agulantéw wywiera swoje dziatanie w p6Zniejszej czesci ka-
skady, aktywujac czynnik X lub protrombine, albo dziatajac
bezposrednio na przeksztalcenia fibrynogenu w fibryne.
Jednak fosfolipazy sekrecyjne znajdujace sie w jadach wezy
rodziny Viperidae wykazuja silne dziatanie antykoagulacyj-
ne. Mechanizm niezalezny od ich aktywnosci enzymatycz-
nej pozwala na bezposrednie zwiazanie sie fosfolipazy z
czynnikiem krzepniecia Xa, skutkiem czego jest zablokowa-
nie aktywacji protrombiny i powstania fibryny. Do fosfoli-
paz sekrecyjnych wiazacych czynnik Xa nalezg miotoksyna
11 z Bothrops asper i dwie izoformy podjednostki CB krotok-
syny (CBc i CBa2) z Crotalus d. terrificus oraz dwie izoformy
ammodytoksyny (AtxA i AtxC) z Vipera ammodytes [20].

Poréwnanie struktur AtxA, AtxC ammodytoksyny oraz
dwéch izoform podjednostki CB krotoksyny (CBc i CBa2)
pokazuje, ze izoforme AtxC cechuje 12-krotnie niZsze po-
winowactwo do czynnika Xa niz AtxA, natomiast izoforma
CBa2 krotoksyny Iaczy sie z FXa 86 razy stabiej niz CBc [20].
Nizsze powinowactwo CBa2 moze zosta¢ wyttumaczo-
ne tym, ze w obrebie struktury izoformy CBa2 wystepuje
punktowa mutacja powodujaca zamiane reszty glicyny-128
na reszte kwasu glutaminowego. Dodatkowa substytucja
reszty histydyny-1 reszta seryny takze moze ttumaczy¢ r6z-
nice we wlasciwosciach antykoagulacyjnych dwéch izoform
podjednostki CB krotoksyny [21]. O sile wiazania toksyny z
czynnikiem krzepniecia oraz o jej toksycznosci $wiadcza ta-
kie parametry jak LD, (letalna dawka toksyny, ktéra powo-
duje zgon polowy osobnikéw poddanych eksperymentowi)
ik, (jest to parametr kinetyczny opisujacy oddziatywania
biatko-biatko, ktéry definiuje stabilnoé¢ kompleksu PLA -
czynnik Xa, obliczony metodg powierzchniowego rezonan-
su plazmonowego (SPR),). Wyniki do$wiadczeni opisanych
w pracy [20] pokazuja ze, LD, dla izoformy CBc wynosi
93 pg/kg, a dla CBa2 435 pg/kg. Oznacza to, ze izoforma
CBc jest bardziej toksyczna. W przypadku kompleksu FXa-
CBa2 stata k . wynosi 1,5x1072 s!, natomiast koﬁ kompleksu
FXa-CBc ma wartos¢ 1,6x10* s™. Analizujac te dane moze-
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my wnioskowag, ze kompleks izoformy CBa2 z czynnikiem
Xa jest mniej stabilny od kompleksu utworzonego przez
CBc. Jak pokazaty analizy aktywnosci PLA,, oddziatywania
z FXa nie wplywaja na szybkos¢ katalizowanej reakcji [22].

Poznanie przestrzennej struktury fosfolipaz z jadow
Crotalus i Vipera umozliwilo identyfikacje reszt aminokwa-
sowych zaangazowanych w tworzenie kompleksu FXa-
-PLA2 i stworzenie modelu tego kompleksu [23]. Podczas
wigzania sie fosfolipazy sekrecyjnej IIA ammodytoksyny z
czynnikiem Xa istotna role odgrywa struktura [-kartkii C-
-koniec biatka enzymatycznego. Najwazniejszymi resztami
aminokwasowymi sa Arg72, Lys74, His76 1 Arg77 wchodza-
ce w sklad B-kartki oraz Argl18, Lys128, Lys127 i Lys132
z regionu C-terminalnego [24]. Aminokwasy te naleza do
aminokwaséw zasadowych i posiadaja tadunek dodatni,
dzieki czemu moga oddzialywac¢ z kwasowymi resztami
aminokwasowymi czynnika krzepniecia Xa. Wyrézni¢ mo-
zemy dwa regiony, region A zawierajacy reszty aminokwa-
sowe 1-19 oraz 52-77 nalezace do a-helis i struktur 3, a takze
region B zbudowany z reszt 23-34 i 118-133 zwiazanych z
fragmentem petli wigzacej wapri i C-konricem. Laricuch ciez-
ki czynnika Xa przylaczony zostaje do regionu B, natomiast
taricuch lekki z regionem A fosfolipazy [20,24].

PODSUMOWANIE

U ssakéw zostalo zidentyfikowanych ponad 30 enzy-
mow o aktywnosci fosfolipaz A,. Okolo jedna trzecia z
nich nalezy do grupy sekrecyjnych PLA, ktére sa biatka-
mi o niewielkiej masie czasteczkowej z diada katalityczna
ztozong z His48 oraz Asp99 w centrum aktywnym i ktére
wymagaja milimolowego stezenia wapnia do zajscia reakcji
enzymatycznej. Poszczegélne sPLA, maja r6zng lokalizacje
subkomoérkowa oraz wiasciwosci enzymatyczne, co §wiad-
czy o tym, ze pelnig réznorodne funkcje biologiczne. Ak-
tywacja omawianych enzymoéw jest kluczowym procesem
dla regulacji calej kaskady kwasu arachidonowego, ktéry
pod wplywem cyklooksygenaz i lipooksygenaz jest da-
lej metabolizowany do prostaglandyn oraz leukotrienéw.
Fosfolipazy sekrecyjne biora wiec udziat w syntezie wielu
efektoréw przekazywania sygnaléw w komoérce i dlatego
sq niezwykle istotne w regulacji metabolizmu, zar6wno w
warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych takich jak
np. stany zapalne.

Oprécz wyzej wymienionych funkcji fosfolipaz zwiaza-
nych z ich aktywnos$cia enzymatyczna, niezwykle interesu-
jaco rysuje sie rola tych polipeptydéw w specyficznej regu-
lacji funkcji rozmaitych biatek. Sekrecyjne PLA, stanowia je-
den ze skladnikéw jadéw wezy z rodziny zmijowatych (Vi-
peridae). Neurotoksyny znajdujace sie w tym jadzie to biatka
dzialajace presynaptycznie i w wiekszosci pochodzace z
grupy IIA tych enzymoéw. Naleza do nich m.in. ammody-
toksyna, krotoksyna czy tez B-bungarotoksyna. Fosfolipazy
sekrecyjne znajdujace sie w jadach wezy rodziny Viperidae
wykazuja silne dzialanie antykoagulacyjne. Mechanizm
niezalezny od ich aktywnosci enzymatycznej pozwala na
bezposrednie zwigzanie sie fosfolipazy z czynnikiem krzep-
niecia Xa, skutkiem czego jest zablokowanie aktywacji pro-
trombiny i powstania fibryny. Liczba bialek swoiscie wig-
zacych sekrecyjne PLA, ciagle jest uzupetniana, np. o kanat
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CFTR. Badania fosfolipaz znajdujacych sie w jadach wezy
sa pomocne w prébach zrozumienia i rozszyfrowania wielu
mechanizméw komoérkowych na poziomie molekularnym,
a ponadto umozliwiaja projektowanie nowych lekéw.
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ABSTRACT

Phospholipases catalyze enzymatic degradation of membrane lipids. The phospholipases are divided into four major groups: A, A,, C, and
D by the type of ester bond which is hydrolyzed. Phospholipases A, (PLA)) hydrolyze membrane glycerophospholipids at sn-2 position
releasing lysophospholipid and free fatty acid. The PLA s are involved in biosynthesis of intracellular messengers (eicosanoids), endo- and
exocytosis, and cytoskeleton reorganization. Moreover, secreted PLA, play various functions which are not dependent on their enzymatic ac-
tivity. An intriguing question is specific interaction of sPLA, from snake venom with several protein acceptors (human coagulation factor Xa
or CFTR). In this review, we describe classification of PLA, mechanism of catalytic action, as well as interactions of snake venom PLA, with
various human proteins.
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